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論文内容要旨
               研究目的
 イ ンスリン産生膵β細胞は, 再生増殖能に乏しく傷害を受けると容易に細胞数が減少 し, これ
 が糖尿病発症の背景となっている。 イ ンスリン産生細胞増殖因子 Reg は糖尿病モデル動物であ
 る 90%膵切除ラットにポリ ADP リボース合成酵素阻害物質を投与することではじめて誘導され
 る再生膵β細胞で, 特異的に発現している遺伝子として単離された。 Reg 受容体は正常, 再生膵
 ランゲルハ ンス島どち らにも発現量に差はな く, Rθg 遺伝子が再生増殖時に発現誘導されること
 がイ ンスリン産生細胞の再生誘導において重要と考えられる。 しか しなが ら, その発現誘導機構
 は不明であった。 本研究の目的は, Rεg 遺伝子のイ ンスリン産生細胞再生増殖時における発現誘
 導機構を明 らか にすることであ る。
               研究方法
 1) ラッ トイ ンスリノーマ由来の RINm5F 細胞に炎症性メ ディエ一夕ーである in七erleukin-6
 (IL-6), dexamethasone やニコチ ン酸アミ ドなどのポリ ADP リボース合成酵素阻害剤を添加 し,
 RT-PCR 法により Rθg 遺伝子の発現誘導を検討した。 2) Rθg 遺伝子の上流域を導入したルシ
 フェラーゼベクターを用いてレポータージー ンアッセイ を行った。 3) Elec七ro mobility shift
 assay (EMSA) を行い, oオs-element結合複合体を同定した。 4) Southwestern blot を行い c`s
 -element の結合蛋白質を同定した。 5) activity blot 法を用いてポリ ADP リボース合成酵素
 を自己ポリ ADP リボシル化 し, cls-element 結合能への影響を検討した。
               研究結果
 Rθg 遺伝子の発現誘導は RINm5F 細胞において IL-6 と dexamethasone の添加により認めら
 れ, ポリ ADP リボース合成酵素阻害剤はその発現誘導をさらに増強した。 Rθg 遺伝子の転写誘
 導に必須の o∫s-element は, 一81～一70 (TGCCCCTCCCAT) の GC box 類似の配列であった。
 oオs-element に結合する複合体を EMSA により同定した。 その複合体にはポリ ADP リボース合
 成酵素が存在していた。 この複合体形成はポリ ADP リボース合成酵素自身のポリ ADP リボシ
 ル化により阻止された。 また, Sou七hwestem 法により cεs-element にポリ ADP リボース合成酵
 素が結合することを確認 した。
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                結論
 Rθg 遺伝子の膵ランゲルハ ンス島における発現誘導機構は, IL-6 や dexamethasone などの炎
 症性メ ディエ一夕ーが Rθg 遺伝子の一81～一70 (TGCCCCTCCCAT) の GC box 類似の配列に
 ポリ ADP リボース合成酵素が結合し, 転写複合体を形成することで転写が誘導され, 発現を誘
 導すると考え られた。 ニコチ ン酸アミ ドなどのポリ ADP リボース合成酵素阻害剤はポリ ADP
 リボース合成酵素の自己ポリ ADP リボシル化を阻害することで転写複合体を安定させ, 転写誘
 導を増強す ると考え られた。
             研究の意義・独創的な点
 本研究の意義は, イ ンスリン産生細胞の再生・増殖機構において重要である Rθg 遺伝子の誘
 導機構をはじめて明らかにした点である。 また, 細胞の DNA 修復や apoptosis, 転写調節など
 多岐の現象に関与 していると考えられるポリ ADP リボース合成酵素が Rθg 遺伝子の上流域に結
 合する転写因子と して同定 し, そのイ ンスリ ン産生細胞の再生増殖における役割についてはじめ
 て明 らかに した極めて独創的な研究であ る。 さらに, 新しく 同定 した o`s-element は種々の遺伝
 子の上流に存在することか ら, ポリ ADP リボース合成酵素が種々の遺伝子の発現調節に関わっ
 ていることを示唆 し, 遺伝子発現調節に新しい展開をもた らす画期的な研究である。
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 審査結果の要旨
 Reg (Regenerating gene) 蛋白はイ ンスリン産生細胞が傷害された際に発現誘導されるイン
 スリン産生膵β細胞の再生増殖因子であり, Rθg 遺伝子が再生増殖時に発現誘導されることが
 イ ンスリ ン産生細胞の再生誘導の鍵であると考え られる。
 本研究では, Rεg 遺伝子がイ ンスリン産生細胞で炎症時に増加するインターロイキン6 (IL-
 6) とグルココルチコイ ドにより転写誘導され, この際ポリ ADP リボース合成酵素 (PARP)
 が Rθg 遺伝子発現の転写因子と して機能することを明 らかに した。
 ラッ トイ ンスリン産生細胞である RINm5F 細胞に IL-6 と合成グルココルチコイ ドである
 dexamethasone を添加すると Rθg 遺伝子の発現誘導が認められ, PARP 阻害物質はその発現誘
 導をさらに増強した。 レポーター遺伝子アッセイにより Rθg 遺伝子の転写誘導に必須の cεS-
 element を同定したところ, 一81～一70 (TGCCCCTCCCAT) の GC box 類似の配列であった。
 Sou七hwestem 法により c五s-element に結合する因子を同定 したところ PARP が c`s-element に
 結合することを確認 した。 oεs-element に結合する複合体をゲル移動度シフ ト法により解析 した
 ところ, 転写複合体には PARP が存在していた。 この PARP が自己ポリ ADP リボシル化され
 ると複合体形成が消失 し, Rθg 遺伝子の転写は阻止された。
 以上のことか ら, Rθg 遺伝子の膵ラ ンゲルハンス島における発現誘導機構は, IL-6 やグルコ
 コルチコイ ドな どの炎症性メ ディエーターの刺激により Eθg 遺伝子の一81～一70の GC box 類
 似配列 (TGCCCCTCCCAT) にPARP が結合 し, 転写複合体を形成 し, Rθg 遺伝子の発現を誘
 導すると考えられた。 ニコチン酸アミ ドなどの PARP 阻害剤は PARP の自己ポリ ADP リボシ
 ル化を阻害することで転写複合体を安定させ, 転写誘導を増強すると考えられた。
 本研究では, イ ンスリ ン産生細胞の再生・増殖の鍵である Rθg 遺伝子の誘導機構をは じめて
 明らかにしただけでなく, DNA 修復, がん化, 発生, 分化など多彩な生命現象への関与が報告
 されてきた PARP の転写因子と しての役割についてはじめて明らかに した極めて 独創的な研究
 である。 さらに, 新しく同定 した c`s-element は種々の遺伝子の上流に存在することか ら,
 PARP がRθg遺伝子以外にも種々の遺伝子の発現調節に関わっていることを示唆し, 遺伝子発現
 調節に新 しい展開をもた らす画期的な研究であ り, 生命科学上の意義が極めて大き い。
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